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nalazimo	 i	 poželjne	 bakterije,	 tzv.	 dobre bakterije	
koje	mogu	djelovati	 blagotvorno	na	organizam	po-
trošača,	 primarno	 putem	 fermentiranih	 mliječnih	
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i	 Enterococcus faecium	 (Čanžek	 Majhenić,	 2006.).	
Enterokoki	 	 prevladavaju	 u	 probavnom	 traktu	 ljudi	
i	 životinja	 i	 do	 prije	 tridesetak	 godina	 smatrani	 su	
isključivo	 izvorom	 kontaminacije	 hrane	 (fekalnim	
onečišćivačima	ili	bakterijskim	kontaminantima).	No,	
postupno	 su	 enterokoki	 prihvaćeni	 kao	 autohtona	
populacija	želučano-crijevnog	sustava	zdravih	ljudi	i	
životinja	te	dio	fiziološke	mikroflore	sirovog	mlijeka	
i	 tradicionalnih	 mliječnih	 proizvoda	 gdje	 pridonose	
specifičnosti	 proizvoda	 (Giraffa	 i	 sur.,	 1997;	 Fuller,	
1989.;	Franz	i	sur.,	1999.).	 Industrijski	su	vrlo	važni	
mikroorganizmi,	 koji	 se	 upotrebljavaju	 kao	 starter,	
pomoćne	 ili	 zaštitne	 kulture	 za	 dobivanje	 različitih	
fermentiranih	 mliječnih	 proizvoda	 (Leboš	 Pavunc	
i	 sur.,	 2013.;	 Gelsomino	 i	 sur.,	 2001;	 Andrighetto	 i	
sur.,	2001).	Također	imaju	veliko	higijensko	i	tehno-
loško	 značenje	 zbog	 potencijalno	 probiotičkog	 dje-
lovanja	 i	 jake	antimikrobne	aktivnosti,	producirajući	
enterocine	(Banwo	i	sur.,	2013.;	Laukova,	2012.).	
Jedno	 od	 poželjnih	 svojstava	 bakterija	 mliječne	
kiseline	 jest,	 dakle,	 antimikrobna	 aktivnost	 prema	
bakterijama	 kvarenja	 ili	 patogenim	 bakterijama.	
Najvažniji	 je	mehanizam	inhibicije	nepoželjne	mikro-
flore	 stvaranje	 organskih	 kiselina	 ili	 pak	 antimik-






nosti	 (Zdolec,	 2016.).	 Pojedini	 sojevi	 Enterococcus 
faecalis i	Enterococcus faecium ne	pokazuju	virulen-
tna	svojstva,	ne	tvore	biogene	amine	niti	su	otporni	
na	 antibiotike,	 pa	 ih	 to	 čini	 potencijalno	primjenjivi-
ma	 u	 fermentiranim	 proizvodima.	 Također,	 brojni	
enterokoki	produciraju	bakteriocine,	enterocine	koji	
mogu	poslužiti	kao	zaštitne	kulture,	posebno	prema	
bakteriji	L. monocytogenes (Zdolec	 i	sur.,	2017.).	U	
vezi	 s	navedenim,	cilj	 je	ovoga	 rada	bio	 ispitati	 an-
timikrobnu	 aktivnost	 enterokoka	 iz	 sirovog	mlijeka	
na	modelu	in vitro inhibicije	rasta	različitih	sojeva	L. 
monocytogenes iz	hrane.	
Materijal i metode
Izolacija i identifikacija enterokoka iz mlijeka
Izolati	 enterokoka	 (n	 =	 10)	 prikupljeni	 su	 iz	mli-







Testiranje antimikrobne aktivnosti 
Krute podloge
Antimikrobna	 aktivnost	 enterokoka	 određivana	
je	 agar-spot	 i	 agar-difuzijskim	 testom	 primjenom	
indikatorskog	mikroorganizama	Listeria monocyto-






Za	 agar-spot	 i	 agar-difuzijski	 test	 korišten	 je	
standardni	BHI	agar	te	pokrovni	meki	BHI	agar	(s	0,7	
%	agara)	u	koji	su	dodani	indikatorski	mikroorganiz-
mi	 (BHI	 bujon,	 37	 °C,	 24	 h).	Nakon	 pripreme	ploča	
(tvrdi	BHI	agar	prekriven	s	5	mL	mekog	BHI	agara)	
s	 indikatorskim	 mikroorganizmom	 na	 površinu	 je	
naneseno	100	 	µL	nadtaloga	kulture	pojedinog	 izo-
lata	enterokoka	radi	provjere	inhibicije	rasta	L. mo-







taloga.	 Neutralizacija	 nadtaloga	 provedena	 je	 do-
davanjem	10	N	NaOH	pri	čemu	je	pH	podešen	na	7.	
Prije	neutralizacije	izmjeren	je	pH	nadtaloga	(pH	510	
Eutech	 instruments,	 Nizozemska).	 Nakon	 nanoše-
nja	nadtaloga	u	jažice	ploče	su	stavljene	u	hladnjak	
tijekom	jednoga	sata	te	potom	inkubirane	na	37	°C	
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Rezultati  i rasprava
Odabrani	izolati	enterokoka	determinirani	su	po-
moću	MALDI-TOF	MS,	kako	je	prikazano	u	tablici	1.
Rezultati	 testiranja	 antimikrobne	 aktivnosti	 en-
terokoka	 iz	mlijeka	prema	L. monocytogenes ATCC	
7644	prikazani	su	u	tablici	2.
Ostalih	 6	 indikatorskih	 sojeva	 L. monocytoge-
nes iz	hrane	bilo	je	inhibirano	samo	primjenom	soja	
oznake	101	(Enterococcus faecalis)	i	nakon	neutrali-
zacije	 nadtaloga.	 Temeljem	 tih	 preliminarnih	 rezul-
tata	izabran	je	izolat	101	(Enterococcus faecalis 101)	




va	 je	uobičajen,	što	pokazuju	nedavna	 istraživanja	 i	
na	našim	obiteljskim	gospodarstvima	(Zdolec	i	sur.,	





Oznaka soja MALDI-TOF MS Score MALDI-TOF MS
21 Enterococcus faecium 2.212
22 Enterococcus faecium 2.082
23 Enterococcus faecium 1.958
24 Enterococcus faecium 2.089
26 Enterococcus faecium 2.096
27 Enterococcus faecium 1.921
28 Enterococcus faecium 2.078
29 Enterococcus durans 1.983
101 Enterococcus faecalis 2.163








21 - - -
22 - - -
23 + + -
24 - - -
26 + + +
27 + + -
28 + + -
29 + - -
101 + + +
102 - - -
Tablica 1. Rezultati identifikacije enterokoka metodom MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik MALDI Biotyper) 
Tablica 2. Inhibicija rasta L. monocytogenes ATCC 7644 primjenom nadtaloga kulture enterokoka (n = 10)
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DI-TOF	masene	spektrometrije	 (ljubaznošću	dr.	 sc.	
Snježane	 Kazazić,	 Institut	 Ruđer	 Bošković)	 koja	 se	
pokazuje	brzom	i	pouzdanom	metodom	u	rutinskim	
identifikacijama	bakterijskih	izolata	iz	hrane	(Pavlovic	
i	sur.,	2013.).	Enterococcus faecalis 101	pokazao	 je	
u	agar-spot	 i	agar-difuzijskim	testovima	inhibicijsko	
djelovanje	prema	referentnom	soju	L. monocytoge-
nes te	prema	6	izolata	L. monocytogenes iz	uzora-
ka	hrane	životinjskog	podrijetla,	dok	drugi	 ispitivani	
sojevi	enterokoka	nisu	pokazali	antagonistički	učinak	
prema	 istim	 indikatorskim	 bakterijama.	 Nadalje,	
zanimljivi	 su	 naši	 rezultati	 istodobne	 inokulacije	 E. 






Općenito,	 bakterije	 mliječne	 kiseline	 inhibiraju	
rast	 srodnih	 (gram-pozitivnih)	 bakterija	 primarno	
djelovanjem	 svojih	 organskih	 kiselina	 (octena,	mli-





viti	 da	 je	 inhibicija	 nastala	 djelovanjem	 enterocina	
ili	 drugog	 inhibitora.	 Brojna	 su	 istraživanja	 primje-
ne	 enterocina	 u	 različitim	 proizvodima	 životinjskog	
podrijetla	 u	 smislu	 testiranja	 njihova	 djelovanja	 na	
umjetno	 inokuliranu	 patogenu	mikrofloru,	 uključu-
jući	 bakteriju	L. monocytogenes. Tako	 su	 Yildirim	 i	






sti	 u	mlijeku	 i	 koncentraciji	 patogena;	 odnosno	 što	
je	mlijeko	 imalo	manji	sadržaj	masti	 i	manji	početni	
broj	patogena,	enterocin	je	bio	učinkovitiji.	Željeni	je	
utjecaj	enterocina	na	L. monocytogenes potvrđen	 i	





jeka	 pokazuje	 inhibicijski	 učinak	 na	 sojeve	 L. mo-
nocytogenes	 iz	 hrane	 životinjskog	 podrijetla	 što	 je	






Rad	 je	 dio	 diplomskog	 rada	 Dajane	 Crk	 naslova	
„Antimikrobna	aktivnost	enterokoka	 izoliranih	 iz	si-
rovog	mlijeka“	(mentor:	doc.	dr.	sc.	Nevijo	Zdolec).	
Broj (cfu/mL) L. monocytogenes ATCC 7644
BHI MRS
L. monocytogenes	ATCC	7644 109 3,5	x	107
L. monocytogenes	ATCC	7644	+	E. faecalis 101 105 2	x	103
L. monocytogenes	ATCC	7644	+	nadtalog	E.f. 101 <	104 2,8	x	104
Tablica 3. Broj L. monocytogenes ATCC 7644 u tekućim hranilištima s Enterococcus faecalis 101 (24 h na 37 °C)
Slika 1. Inhibicija rasta L. monocytogenes u agar-spot testu (E. 
faecalis 101)
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Autori	 zahvaljuju	 dr.	 sc.	 Snježani	 Kazazić	 (Institut	
Ruđer	 Bošković)	 na	 determinaciji	 izolata	 pomoću	
MALDI-TOF	 MS	 i	 	 Ani	 Konjević	 (Zavod	 za	 higijenu,	
tehnologiju	 i	sigurnost	hrane,	Veterinarski	 fakultet)	
na	 tehničkoj	 pomoći	 pri	 provođenju	 laboratorijskih	
istraživanja.
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